@ BUNDESREPUBLIK 
DEUTSCHLAND 




DEUTSCHES 
PATENT- UND 
MARKENAMT 



® Off enlegungsschrift 
®DE 100 29 520 A1 



@ Aktenzeichen: 
@ Anmeldetag: 
@ Offenlegungstag: 



100 29 520.7 
21. 6.2000 
17. 1.2002 



® Int. Cl.^: 

A 61 L 27/28 



o 
in 

CM 

o 



® Anmelder: 

Merck Patent GnnbH, 64293 Darmstadt, DE 



@ Erfinder: 

Scharnweber, Dieter, Dr., 01324 Dresden, DE; 
Rosier, Sophie, Dipl.-lng., 01309 Dresden, DE; 
Worch, Hartnnut, Prof. Dr., 01069 Dresden, DE; Dard, 
Michael, Dr., 64342 Seeheinn-Jugenheim, DE; 
Sewing, Andreas, 64807 Dieburg, DE 

® Entgegenhaltungen: 



DE 
DE 
DE 
DE 
DE 
WO 



198 12 714A1 
198 12713 A1 
196 43 655 A1 
34 14 924 A1 
34 09 372 A1 
92 13 984A1 



Die folganden Angaban sind den vom Anmelder eingereichten Untertagen entnommen 

Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Beschichtung fur metallische Implantatmaterialien 

@ Die Erfindung beschreibt eine biomimetisch erzeugte 
knochenanaloge Beschichtung, bestehend aus einem or- 
ganischen und anorganischen Hauptbestandteil fur me- 
tallische Implantatmaterialien beliebiger Oberflachen, 
wobei sie im wesentlichen aus einer mit Calciumphos- 
phat mineralisierter Kollagenmatrix besteht und ein Ver- 
fahren zu deren Herstellung. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft eine biomimetisch erzeugte knochenanaloge Beschichtung bestehend aus einem organi- 
schen und anorganischen Hauptbestandteil fiir metallische Implantatmateri alien beliebiger Oberflachengeometrie sowie 
5 ein Verfahren zu deren Herstellung. Wesendiche Komponenten diescr Beschichtung sind Kollagen und Calciumphos- 
phalphasen, die den organischen und anorganischen Hauptbestandteil des Knochens bilden. Die erfindungsgemaBe Be- 
schichtung eignei sich im besonderen Mafie als Matrix zur Einbindung weiterer induktiver Substanzen wie z. B. Wachs- 
tumsfaktoren, Adhasionsproteine oder pharmakologische Wirkstoffe. 

[0002] Unter der Fragestellung einer verbesserten Anpassung der physikalisch-chemischen und biochemischen Eigen- 
10 schaften der Oberflachen von Tinplantaten an das lokale Uingebungsgewebe mit dem Ziel der Optimierung der Biokonn- 
patibilitat und -funktionalitat werden verschiedene Ansatze verfolgt. 

[0003] Neben reinen Veranderungen der Topographic der Implantatoberflache, wie z. B. Atzen oder Sandstrahlen, 
spielen momentan Beschichtungen mit Calciumphosphatphasen (CPP) eine bedeutende Rolle. In der Anwendung ann 
weitesten fortgeschritten ist die Beschichtung von Implantaten im Knochenkontakt mit Hydroxylapatit und zunehmend 
15 auch leichter loslichcn Calciumphosphatphasen [Yang et al, J. Malcr. Sci,: Mater, in Med. 6, 258-65 (1995); Remer, P. 
Schwerpunktprogramm Gradientenwerkstoffe, 3. Ausg. Darmstadt 31.3.1998; Hoquet et al.. Rev. Stomatol. Chir. Maxil- 
lofac. 98, 47-9 (1997)]. Diese Methoden der Beschichtung von Implantaten mit der anorganischen Hauptkomponente 
von Knochen und davon abgeleiteten Verbindungen zielen besonders auf ein schnelleres Einwachsen des Implantats 
durch ein lokal erhohtes Angebot an Calcium- und Phosphationen. Die Beschichtung von Implantatoberflachen mit CPP 
erfolgt zur Zeit uberwiegend durch PI asm as priU verfahren. Aufgrund der ProzeBbedingungen weisen diese Schichtcn Ei- 
genschaften auf, die in Kristallinitat und Losungsverhalten von der mineralischen Phase des Knochens stark abweichen 
und aufgrund der hohen Schichtdicken zum mechanischen Versagen der iJchichten fuhren konnen [Filiaggi et al., J. Bio- 
med Mat. Res. 27(2), 191-8 (1993); Gross et al.. Int. J. Oral Maxillofac. Implants 12 (5), 589-97 (1997); Posner et al., 
Phosphate Minerals, Springer Verlag, Berlin/Heidelberg (1984)]. ^,,0 , , , 

[0004] Elektrochemisch gestutzte Verfahren [Shirkhanzadeh, J. Mater. Sci.: Mater, in Med. 9, 76-72 (1998); Szmukler- 
Moncler et al , Biological Mech. Of Tooth Eruption, Resorption and Replacement by implants, (Eds. Z. Davidovitch and 
J Mah) 481-85 Harvard Society for the Advancement of OrthodonUcs, Boston, USA (1998)] bieten die MogUchkeit, 
CPP mit geringeren Schichtdicken zu erzeugen. Die Abscheidung von CPP wird durch kathodische Polansauon des Im- 
plantats in Ca^^/HxP04^^"''^--haltiger Losung realisiert. Die Polarisation des Implantats flihrt zu einer Alkalisierung des 
oberflachennahen Elektrolyten (2H2O + 2e--. H2 + 20H-), wodurch vor der Probenoberflache eine FaUungs-Reaktion 
ausgelost und das gelbildete FallungsprodukL auf der metallischen Implantatoberflache abgeschieden wird. 
[0005] Ein weiterer Ansatz auf dem Gebiet der Oberflachenmodifizierung von Implantatwerkstoffen besteht dann, eine 
Biologisierung von Implantatoberflachen zu erreichen, indem im Umgebungsgewebe vorkonunende organische Verbin- 
dungen fur die Oberflachenmodifizierung genutzt werden. Hierbei werden zum einen immobihsierte Proteine und Pro- 
teinsequenzen verwendet, die ihre Wirkung im immobiUsierten Status ausuben (Kollagen, Adhasionsproteine, RGD-Se- 
quenzcn) bzw. Proteine die uber einen bestimmtcn Zeitraum freigesctzt werden. Je nach inimobihsierter Substanz wird 
dabei eine weitgehend allgemeine, positive Wirkung auf die Biokompatibilitat der Implantatoberflache (Kollagen be- 
stimmte Adhasionsproteine) oder die Adhasion bestimmter Zelltypen angestrebt (erweiterte RGD-Sequenzen)lSchattner 
et al., J. ofMat. Sci.: Mat. in Med. 10,837-39(1999)] . ^ • , u 

[0006] Der vorangehend genannte Stand der Technik zeigt, dass Verfahren, die sich die Erzeugung einer knochenana- 
logen Verbundphase aus den mineraUschen und organischen Bestandteilen des Knochens fiir die Beschichtung metaUi- 
scher Implantate zum Ziel gesetzt haben, bisher nicht bekannt sind. Methoden, die sowohl Hydroxylapatit als auch Kol- 
lagen beinhalten, beschranken sich lediglich auf Mischungen der Komponenten, die zudem auf weitere korperfremde 
Stoffe als Tragermaterialien angewiesen sind. • . -n 1 

[00071 Die WO 99/30672 (Uni Tubingen) beschreibt eine Beschichtung fur Prothesen aus organischen Polymermate- 
rial in deren Oberflache Hydroxylapatit oder Kollagen eingebunden werden kann. Das Polymermaterial stellt hier ledig- 
lich den Haftvermittler dar, von einem knochenahnlichen Verbund von Kollagen und einer Calciumphosphatphase kann 

mOOsf ^E^^^^^ der Einbindung von Skleroproteinen und Calciumphosphat wird in DE 198 11 900 

Feinchemie) dargestellt. Ein biokompatibles Kompositmaterial, bestehend aus einem anorganischen Gel und einer bio- 
aktiven Komponente (KoUagen, Elastin, Fibrin), wird beschrieben. AuBerdem konnen Calciurnphosphate oder deren 
Vorstufen in geloster Form enthalten sein. Dieses Kompositmaterial stellt demnach nur erne Mischung der Hauptbe- 
standteile des Knochens dar, die zudem auf ein anorganisches Gel als Triiger angewiesen 1st 

[00091 In WO 92/13984 (Queen's University of Kingston) wird ein Verfahren zur elektrochenuschen Erzeugung kera- 
mischer Beschichtungen aus Calciumphosphatverbindungen beschrieben. Hierbei wird nicht ^"^gf ^^^^ 
Elektrolyt auch biolo|ische nicht toxische Verbindungen wie Kollagen oder Verunreinigungen enthalt. Die Beschichtung 
stellt ein einheitliches microporoses keramisches Material aus verbundenen nicht orientierten KnstalUten dar. Diese 
Schicht kann als Ausfallungsprodukte auch biologisch aktive Verbindungen enthalten. Die beschriebene Beschichtung 
unterscheidet sich als keramische Calciumphosphatbeschichtung demnach deutUch von einer minerahsierten KoUagen- 

^ JiSoT^^X^tat^ Einsatz im Kieferbereich oder Gelenkersatz 

stoffen gefertigU urn den mechanischen Anforderungen gerecht zu werden. Dabei wird die unmittelbare Oberflache, die 
sich in ihren Eigenschaften stark von dem Grundwerkstoff^unterscheiden kann, oft vemachlassigt Es istjedoch bekannt, 
daB gerade die Eigenschaften der Oberflache fur die Wechselwirkungen zwischen Implaniat und Umgebungsgewebe von 

65 entscheidender Bedeutung sind. So konnen Konformationsanderungen von adsorbierten Proteinen wesenthch zur Bil- 
dung etner fibrosen Zwischenschicht beitragen, die wiederum in einer unzureichenden Stabihtat des Implantats resultie- 

[OOuT" Die Lehre der voriiegenden Eriindung geht von der Aufgabe aus, Implantatoberflachen gezielt mit biochemi- 
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schen Informationen zu modifizieren, urn nach der Implantation eine rasche Osteointegration unter Bildung hochwerti- 
gen Knochengewebes zu erreichen. 

[0012] Diese Aufgabe wird dutch eine knochenanaloge Beschichtung bestehend aus einem organischen und anorgani- 
schen Hauptbestandteil fur metallische Implantatmateri alien beliebiger Oberflachengeometrie gelost, wobei die Be- 
schichtung im wcscntlichen aus einer mit Calciumphosphat mineralisicrtcr KoUagcnmatrix bestcht. 
[0013] Als metallische Implantatmaterialien kommen generell alle in der Dentaltechnik oder in den Bereichen Endo- 
prothetik und Trauma verwendeten Metalle in Frage. Besonders bevorzugt sind Titan und Titanlegierungen wie z. B. Ti- 
A16V4. 

[0014] Die erfindungsgemaBe Beschichtung wird unter Bedingungen erzeugt, die das Einbeziehen von organischen 
Komponenten inoglich macht. Die Erfindung zur biomimetischen Erzeugung einer knochenanalogen Matrix nutzt des- 
halb eleku-ochemisch gestutzte Prozesse, die bei nahezu physiologi schen pH- und Temperaturbedingungen durchgefuhrt 
werden konnen und somit das Einbeziehen von Biomolekiilen moglich machen. 

[0015] Diese konnen in der Elektrolytlosung oder in immobilisierter Form an der Implantatoberflache vorliegen. Die 
Hauptkomponenten der Schicht bestehen aus KoUagen und Hydroxylapatit, der organischen bzw. anorganischen Haupt- 
komponentc dcs Knochens. Durch den erfindungsgemaBen Gegenstand ist es erstmalig moglich, ein Durchdringungsge- 
fuge analog der in vivo erzeugten Knochenstruktur in den wesentlichen Grundzugen in vitro nachzuvollziehen und mit 
guter Haftfestigkeit auf einer metallischen Implantatoberflache zu erzeugen. Der Aufbau der mineralisierten Kollagen- 
matrix erfolgt schichtformig. Dies hat den Vorteil, dass hierdurch auch die Erzeugung gradierter Schichten mit variieren- 
dem Mineralisierungsgrad der KoUagenmatrix moglich ist. 

[0016] Der anorganische Hauptbestandteil bzw. die Calciumphosphatphase (CPP) bestcht bevorzugt aus amorphen 

Calciumphosphat (Ca9(P04)6 - nHiO), Hydroxylapatit (Caio(P04)6(OH)2), Octacalciumphosphat (CagH2(P04)6 • 

H2O) Oder Brushit (CaHP04 • 2H2O). Es sind aber auch Mischungen der vorher genannten Phasen moglich. 

[0017] Die Calciumphosphatphase kann zusatzlich mit lonen wie Ruorid, Silber, Magnesium oder Carbonat dotiert 

sein. 

[0018] Bevorzugt ist die Verwendung von Typ I-Kollagen, welches im Knochen fiir die elastischen Eigenschaften ver- 
antwortlich ist und im mineralisierten Zustand zusammen mit den Hydroxylapatitkristalliten die hohe Fcstigkcit des 
Knochens bewirkt. Ferner kann das KoUagen auch aus einer Mischung der T/pen I bis m bestehen. Die Typen I bis IE 
gehbren zu der Gruppe der Fibrillen-bildenden Kollagene. Zusatzlich kann dem KoUagen Gelatine zugesetzt werden. 
Neben KoUagen, das auch aus rekombinanter Produktion stanmien kann, ist auch die Einbeziehung anderer Matrixpro- 
teine mogUch. 

[0019] Ein weiterer Vorteil der Erfindung besteht in der MogUchkeit, die beschriebenen Schichten als Matix fur kno- 
chenspezifische Proteine (BMP, TGF[i etc.) zu nutzen. Neben Wachstumsfaktoren und zeUspezifischen Adhasionspepti- 
den ist auch die Einbindung pharmakologischer Wirkstoffe, wie z. B. Antibiotika. mogUch. 

[0020] Gegenstand der Erfindung ist ferner ein metaUisches Implantat aus einem Grundkorper und einer von diesem 
getragenen AuBenschicht, wobei die AuBenschicht aus der erfindungsgemaBen Beschichtung nach einen der Anspruche 

1 bis 8 besteht ^ ^ ,,• 

[0021] Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur elektrochemisch gestutzten Beschichtung von metalli- 
schen ImplanlatmateriaUen beUebiger Oberflache mit KoUagen und CPP gemaB Anspruch 11. 

[0022] Die Beschichtung wird in einer ElekU-olysezeUe durchgefuhrt, in der das metaUische Implantat kathodisch po- 
larisiert wird. Die Schichtabscheidung erfolgt nahe physiologischen pH- und Temperaturbedingungen. Der Elektrolyt 
besteht aus einer Ca2''/HxP04f^"'>"-haltigen Lbsung. die zusatzUch KoUagen bzw. andere Substanzen (Wachstumsfakto- 
ren, Antibiotika) cnlhalten kann. Die Implantatoberflache kann jede beliebige Oberflachengeometrie (Struktur; rauh, po- 
liert, geatzt) eine Calciumphosphatschicht, eine Proteinschicht sowie eine Schicht hei^esteUt nach Patent Nr. 
WO 98/17844 (TO Dresden) oder DE-195 (H 386 (TO Dresden) oder eine Kombination derselben aufweisen. Durch ei- 
nen simultan gefuhrten ProzeB der Calciumphosphatabscheidung und der Immobilisierung von KoUagen unter physiolo- 
gischen pH- und Temperaturbedingungen kann eine mineralisierte Kollagenschicht auf der Titanoberflache erzeugt wer- 
den. Der Grad der Mineralisierung, d. h. Art der CPP und Bedeckungsgrad werden dabei durch die elektrochemischen 
Parameter vorgegeben. . u- u a 

[0023] Ferner bevorzugt ist ein Beschichtungsverfahren gemafi Anspruch 12, wobei zunachst eine Beschichtung der 
Probe mit CPP in einem elektrochemischen Prozess uber galvanostatische Polarisation in einer Calciumionen und Phos- 
phationen enthaltenen ElektrolyUosung bei genau definierter Stromdichle und Temperatur, gefolgt von einer Beschich- 
tung der mil CPP-beschichteten Probe durch Einlauchen in eine KoUagenlbsung bei einem pH-Wert kleiner 8 und einer 
Temperatur zwischen 4 und 40°C fur wenige Minuten erfolgt und anschUeBender Beschichtung der Kollagen-CTP-bc- 
schichteten Probe mit weiterem CPP in einem emeutem elektrochemischen Prozess uber galvanostatische PolansaUon 
unter genau definierter Stromdichte und Temperatur. . t., j u * au 

[0024] Die vorher genannten Verfahrensschrilte konnen bevorzugt auch mehrfach altemierend ablaufen, d. h, eine Ab- 
folge der Verfahren sschritte a) und b) gemaB Anspruch 11 nach dem Schema a-b-a-b-a-b usw. 

[0025] Bevorzugt ist auch ein Verfahren gemaB Anspruch 14, wobei die Verfahrensschrilte a) und b) in einem bchntt 
zusammengefaBt werden, wobei das zu beschichtende metaUische Implantatmaterial in einer Calciumionen und Phos- 
phationen enthaltenen KoUagenlbsung kathodisch elektrochemisch polarisiert wird. 

[0026] Noch bevorzugter ist ein Verfahren, in dem wahrend der galvanostatischen Polarisation im Verfahrensschntt b) 
ein kaUiodischerStromfluss von -0.5 bis -15 mA/cm^etwa 30 Minuten langflieBt. - hi. 

[0027] Die Voreuge der erfindungsgemaBen knochenanalogen mineraHsierten KoUagenmatrix lassen sich emdrucks- 
voU im ZeUversuch zeigen. Wahrend die ZeUadhasion fur Osteoblasten nach einer Stunde noch vergleichbar gute Werle 
mit biomimetisch erzeugten Hydroxylapatit-Schichten zeigt, ist die ZeUproUferation auf den erfindungsgemaBen Schich- 
ten deutUch bevorzugt. Der Anstieg der ZeUzahl erfolgt hier zu einem wesenUich fruherem Zeitpunkt und der Maximal- 
wert der ZeUzahl wird sehr viel schneUer erreicht als fiir reine Hydroxylapatit-Schichten. Eine entsprechende MeBkurve 
fur einen Proliferationsversuch uber 17 TUge mit MC3T3 Maus-Osteoblalen zeigt Abb. 1. 
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[0028J Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Ausfuhrungsbeispielen unter Bezugnahme auf die Abb. 1 naher 
beschrieben und erlautert. 

Beispiel 1 

5 

[0029] Ein Zylinder aus TiAl6V4 (h = 2 mm, 0 10 mm) wird metallographisch mil einer abschlieBenden Ti02-Politur 
prapariert. Der Zylinder wird anschlieBend in Aceton und Ethanol im Ultraschallbad gereinigt und mil destilliertem Was- 
ser gespult. 

[0030] Die Probe wird anschlieBend in eine Kollagenlosung getaucht. die folgendermaBen hergestellt wird: Saurelos- 

10 liches gefriergelrocknetes KalbshauLkollagen Typ I wird in 0,01 M Essigsaure gelost und auf eine Konzenlralion von 
0,1 mg/ml bei 4°C eingestellt. Die Rekonstitution der KoUagenmolekiile erfolgt in zwei ProzeBschritten; der pH-Wert- 
Einstellung auf 7,4 mil doppelt konzentriertem PhosphatpufFer und der Temperaturerhohung auf 36**C. Nach 3 Stunden 
bestehtdie Losung aus nativ rekonstituierten Fibrillen. Die Probe verbleibt fiir 10 Minuten in dieser Losung, danach wird 
sie mit deionisiertem Wasser gespult. 

15 [0031] Die mil Kollagen beschichtete Probe wird als Arbeitselektrode in eine Drei-Elektroden-Anordnung, beslehend 
aus einer gesattigten Kalomelelektxode als Bezugselektrode und einem Platinblech als Gegenelektrode in einer thermo- 
statierten Elektrolysezelle eingebracht. Als Elektrolytlosung dient eine Stammlosung, die folgendermaBen hergestellt 
wird: Jeweils 10 ml Stammlosung von CaCl2 und NH4H2PO4 in den Konzentrationen 33 mM und 20 mM werden ver- 
dunnt und gemischt, so daB 200 ml entstehen; 1.67 mM an Calcium- und 1,0 mM an Phosphationen. Der pH-Wert wird 

20 mit verdiinnter NH40H-Losung auf 6,4 eingestellt. 

[0032] Nach Verbindung mit dem Potentiostaten erfolgt die Mineralisierung/Beschichtung mit Calciumphosphatpha- 
sen (CPP) uber galvanostatische Polarisation unter kathodischem StromfluB bei -1 mA/cm^. Nach 30 Minuten wird die 
kathodische Polarisation beendet, die Probe aus der Elektrolytlosung herausgeholt und mit deionisiertem Wasser gespult. 
Die abgeschiedene Schicht erscheint weiBHch. Die elektronenmikroskopische Betrachtung zeigt eine Schicht, bestehend 

25 aus einem Kollagennetzwerk und kugeligen CP-Clustem. ER-spektroskopische Untersuchungen erbringen den Nach- 
weis, daB die mineralische Phase aus amorphen Calciumphosphat bestcht. 

Beispiel 2 

30 [0033] Ein Zylinder aus TiAl6V4 wird wie im Beispiel 1 hergestellt. Der Aufbau der Elektrolysezelle und der Elektro- 
lyt fur die Calciumphosphatabscheidung sind dem in Beispiel 1 identisch. 

[0034] Nach Verbindung mit dem Potentiostaten erfolgt die Beschichtung mit CPP uber galvanostatische Polarisation 
unter kathodischem StromfluB bei -10 mA/cm^. Nach 30 Minuten wird die kathodische Polarisation unterbrochen, die 
Probe aus der Elektrolytlosung herausgeholt und mit deionisiertem Wasser gespult. Auf der TiA16V4-Oberflache liegt 

35 jetzt eine kristalline CPP, Hydroxylapatit, vor. Die Probe wird jetzt in eine Kollagenlosung getaucht, die der in Beispiel 1 
identisch ist. In dieser Losung verbleibt die mit Hydroxylapatit beschichtetct Probe fur 10 Minuten, danach wird sie mit 
deionisiertem Wasser gespult und wieder in die Elektrolysezelle eingebaut. Nach Verbindung mit dem Potentiostaten er- 
folgt emeut eine Abscheidung von Hydroxylapatit uber galvanostatische Polarisation unter kathodischem StromfluB bei 
-10 mA/cm^. Nach 20 min wird die Probe herausgenommen und mit deionisiertem Wasser gespult. Die abgeschiedene 

40 Schicht erscheint weiBlich. Die elektronenmikroskopische Betrachtung zeigt eine geschlossene Schicht, die aus Agglo- 
meraten kleiner Nadeln besteht. Auf dieser Schicht befindet sich ein Netzwerk aus mineralisierten Kollagenfibrillen. JR- 
speklroskopische- und Rontgcnbeugungsuntersuchungen erbringen den Nachweis, daB die mineralische Phase aus Hy- 
droxylapatit besteht. Die charakteristischen Amid-Banden im IR-Spektrum zeigen weiterhin, daB das Kollagen nicht de- 
naturiert vorliegt, vielmehr eine gute Ubereinstimmung zwischen der mineralisierten Schicht und einem Spektrum fiir 

45 nativen Knochen besteht. 

Beispiel 3 

[0035] Ein Zylinder aus TiAl6V4 wird wie im Beispiel 1 hergestellt. Der Aufbau der Elektrolysezelle ist dem in Bei- 
50 spiel 1 identisch. 

[0036] Eine Kollagenlosung mit nativ assemblierten Kollagenfibrillen wird wie im Beispiel 1 hergestellt. Diese Lo- 
sung wird fur 15 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert, mit deionisiertem Wasser aufgenommen und durch Schutteln dis- 
pergiert. AnschlieBend wird die Losung emeut fiir 15 min bei 5000 g und 4°C zentrifugiert. Das bei der Zcntrifugation 
erhaltene Pellet wird jetzt in den Elektrolyten fur die Calciumphosphatabscheidung, beschrieben in Beispiel 1, aufge- 

55 nommen und durch eine Dispergierer homogenisiert. Diese Losung dient als Elektrolyt fur einen simultan gefiihrten Pro- 
zeB der Abscheidung und Mineralisierung von Kollagen. Nach Verbindung mit dem Potentiostaten erfolgt die Minerali- 
sierung uber galvanostatische Polarisation unter kathodischem StromfluB bei -10 mA/crn^. Nach 30 Minuten wird die 
kathodische Polarisation beendet, die Probe aus der Elektrolytlosung herausgeholt und mit deionisiertem Wasser gespult. 
[0037] Die abgeschiedene Schicht erscheint weiBlich. Die elektronenmikroskopische Betrachtung zeigt einen Verbund 

60 aus Kollagenfibrillen und CPP. IR-spektroskopische- und Rontgenbeugungsuntersuchungen erbringen den Nachweis, 
daB die MineraUsierung der Fibrillen hauptsachlich durch die kristalline Phase Hydroxylapatit erfolgt. PartieU ist die 
leichter loshche amorphe Calciumphosphatphase anzutrefifen. Die charakteristischen Amid-Banden im IR-Spektrum zei- 
gen weiterhin, daB das Kollagen nicht denaturiert voriiegt, vielmehr eine gute Ubereinstimmung zwischen der minerali- 
sierten Schicht und einem Spektrum fiir nativen Knochen besteht. 

65 

Beispiel 4 

[0038] Ein Zylinder aus TiAl6V4 wird wie im Beispiel 1 hergestellt. Der Aufbau der Elektrolysezelle und der Eleklro- 
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lyt fiir die Calciumphosphatabscheidung sind dem in Beispiel 1 identisch. 

[0039J Nach Verbindung mit dem Potentiostaten erfolgt die Beschichtung mit CPP uber galvanostatische Polarisation 
unter kathodischem StromfluB bei -10 mA/cm^. Nach 30 Minuten wird die kathodische Polarisation unterbrochen. die 
Probe aus der Elektrolytlosung herausgeholt und mit deionisiertem Wasser gespiilt. Auf der TiAl6V4-Oberflache Uegt 
jetzt eine kristalline CPP, Hydroxylapatit, vor. Die Probe wird jetzt in cine KoUagenlosung gctauchi, die der in Beispiel 1 
identisch ist. In dieser Losung verbleibtdie mit Hydroxylapatit beschichtetet Probe fur 10 Minuten, danach wird sie mit 
deionisiertem Wasser gespult und wieder in die Elektrolysezelle eingebaut. Nach Verbindung mit dem Potentiostaten er- 
folgt eine partielle Mineralisierung des KoUagen unter kathodischem StromfluB bei -10 mA/cm^ fiir 15 min. Abschlie- 
Bend wird die Probe mit deionisiertem Wasser gespult. Die abgeschiedene Schicht erscheint weiBlich. In einem zweiten 
Verfahrensschritl erfolgt die Anbindung integrinspezifischer zellselektiver Peplidsequenzen an die iminobilisierle Kolla- 
genschicht. Die Anbindung erfolgt kovalent uber einen Thiolanker und SMPB (Sulfosuccinimidyl 4-(p-maleimidophe- 
nyl)butyrat) an die Phosphatgruppen des KoUagens. 

[0040] Die elektronenmikroskopische Betrachtung zeigt eine homogene Schicht aus Hydroxylapatitnadeln, auf der ein 
partiell mineralisiertes Netzwerk aus Kollagenfibrillen vorliegt. Die Aktivitat der RGD-Sequenzen wird aus Adhasions- 
undProIiferationscxperimentcn mil MC3T3-E 1 -Zellen ersichtlich. Gegenuber vergleichbarcn reincn KoUagenschichlen 
zeigen die RGD-beschichleten Oberflachen eine erhohte Zelladharenz und eine nach kurzeren Zeiten beginnende Zell- 
proUferation. 

[0041] Abb. 1 zeigt die Zellproliferation von MC3T3 Maus Osteoplasten auf Hydroxylapatit und auf der knochenana- 
logen Kollagen-Hydroxylapatit-Matrix jeweils auf TiAl6V4-Substraten. Die Absorption ist proportional zur Zellzahl 
(WST-l Test). 
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Patentanspriiche 

1 Knochenanaloge Beschichtung bestehend aus einem oi^ganischen und anorganischen Hauptbestandteil fur metal- 
lische Implantatmaterialien beliebiger Oberflachengeometrie, dadurch gekennzeichnet, dass sie im wesentUchen 55 
aus einer mit Calciumphosphat mineralisierten KoUagenmatrix besteht. 

2. Beschichtung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass der Aufbau der mineralisierten KoUagenmatnx 
schichtfonnig ist. 

3 Beschichtung nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dass die Calciumphosphatphase aus amorphen 
Calciumphosphat (Ca9(P04)6 • nHzO), Hydroxylapatit (Caio(P04)6(OH)2), Octacalciumphosphat (Ca8H2(P04)6 • 
5H2O) Oder Brushit (CaHP04 • 2H2O) besteht, . - ^_ u 

4. Beschichtung nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Calciumphosphatphase nut 
zusatzlichen lonen wie Fluorid, Silber, Magnesium oder Carbonat dotiert ist. 

5. Beschichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das KoUagen aus KoUagen Typ I 

besteht. , . 

6. Beschichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass das KoUagen eine Mischung aus 
KoUagen der Typen I bis HI darstellt. 

7. Beschichtung nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekennzeichnet, dass dem KoUagen Gelatine zugesetzt 
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ist. 

8. Beschichtung nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass sie bioakiive Substanzen wie 
Wachstumsfaktoren, Peptidsequenzen, Hormone oder Antibiotika enthalt. 

9. Metallisches Implantal bestehend aus einem Grundkorper und einer von diesem getragenen AuBenschichl, da- 
durch gekennzeichnet, dass die AuBenschichl aus ciner Beschichtung nach cincn der Anspriichc 1 bis 8 besteht. 

10. Metallisches Implantat nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, dass es aus Titan oder Titanlegierungen be- 
steht, 

1 1 . Verfahren zur elektrochemischen Beschichtung von metallischen Implantatmaterialien beliebiger Oberflachen- 
geometrie mit KoUagen und Calciumphosphatphasen (CPP), gekennzeichnet durch folgende \ferfahrensschritte: 

a) Beschichtung des metalHschen ImplantatiTialerials durch Eintauchen in eine KoUagenlosung bei einem pH- 
Wert kleiner 8 und einer Temperatur zwischen 4 und 40"C fur wenige Minuten. 

b) Beschichtung der Kollagen-beschichteten Probe mit CPP in einem elektrochemisch gestutztem Prozess 
uber galvanostatische Polarisation in einer Calciumionen und Phosphationen enthaltenen Elektrolytlosung bei 
genau definierter Stromdichte und Temperatur. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass ein zusatzlicher Verfahrensschritt b) vor Verfah- 
rensschritt a) vorangestellt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Verfahren schritte a) und b) mehrfach alternie- 
rend ablaufen. 

14. Verfahren nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass die Verfahrenschritte a) und b) in einem Schritt zu- 
sammengefaBt werden, wobei das zu beschichtcnde metalHsche Implantatiriatcrial in einer Calciumionen und Phos- 
phationen enthaltenen KoUagenlosung kathodisch elektrochemisch polarisiert wird. 

15. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass wahrend der galvanostatischen 
Polarisation im Verfahrenschritt b) ein kathodischer Stromfluss von -0.5 bis -15 mA/cm^ etwa 30 Minuten lang 
flieBt. 

16. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 15, dadurch gekennzeichnet, dass der Aufbau der nunerahsierten 
KoUagenmatrix schichtformig erfolgt. 

17. Verfahren nach einem der Anspruche 11 bis 16, dadurch gekennzeichnet, dass dem Kollagen Gelatine zugesetzt 
wird. 



